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基础 研究 
健康 新 生 儿 状 便 中 耐 铅 菌株 的 分 离 鉴 定 及 铅 吸 附 实验 
沈 蔽 一, 俞 勤 斐 ?, 王 雨 络 ?, 张 益 多 ?, 和 孟 晓 静 ?, 范 宾 英 ? 
南方 医科 大 学 ' 南 方 医院 新 生 儿 科 , "公共 卫生 学 院 // 广 东 省 热带 病 研 究 重 点 实验 室 , 广 东 广州 510515 


铅 抗 性 \ 铅 吸 附 性 的 乳酸 菌 ,为 成 为 具有 排 馈 功 能 的 新 型 保健 食品 提供 新 的 菌 源 。 方 法 利用 
乳酸 菌 选择 性 培养 基 MRS, 从 30 份 健康 、 足 月 新 生 儿 凑 便 分 离 耐 铅 菌 ,通过 形态 特征 ,16S rRNA 测序 ,构建 系统 发 育 树 ; 利 用 
《 伯 杰 氏 系 统 细 菌 学 手册 》 进 行 生理 生化 、 药 敏 检测 和 耐酸 耐 胆 盐 试验 ;进一步 通过 ICP-OES 法 检测 分 离 菌 对 铅 离 子 的 吸附 能 
力 。 结 果 分 离 得 到 3 株 可 耐 受 500 mg/L 铬 离子 浓度 的 干酪 乳 杆菌 , 均 对 青霉素 .头孢 曲 松 敏感 。 耐 酸 耐 胆 盐 试验 显示 pH 2.0 
人 工 胃 液 培 养 3 ,细菌 数 保持 相同 数量 级 ,0.3% 的 胆 盐 环境 8 h 存 活 率 可 达 62.5%。 吸 附 实 验 表 明 对 低 浓 度 (1 mg/L) fi T B5 
吸附 率 高 达 90.4% ,对 高 浓度 (50 mg/L) 铅 离子 的 吸附 率 可 达 86.27%。 结 论 从 新 生 儿 养 便 中 分 离 到 3 株 具 备 铅 抗 性 . 铅 吸 附 性 、 
耐酸 耐 胆 盐 的 干酪 乳 杆 菌 ,为 利用 益生 菌 膳食 策略 缓解 铅 中 毒 效应 开辟 新 的 途径 和 解决 方案 。 

关键 词 : 重 金属 铅 ;16S rRNA; 新 生 儿 ;类 便 ; 干 栈 乳 杆菌 ;吸附 作用 
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Isolation, identification and lead adsorption study of lead-resistant Lactobacillus casei 


strains from feces of healthy newborns 
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铅 接 触 造 成 的 ,每 年 由 儿童 铅 接 触 所 导致 的 新 增 智力 残 


Abstract: Objective To isolate and identify lead-resistant Lactobacillus casei strains with lead adsorption ability from the stool of 
healthy newborns as a new source of bacteria for developing lead-eliminating food products. Methods MRS was used to 
isolate lead-resistant bacteria from the feces of 30 healthy and full-term neonates. A phylogenetic tree was constructed based 
on the morphological characteristics and 165 rRNA sequences of the isolated bacteria. Physiological and biochemical 
characterizations of the bacteria were performed according to the Berger's Systematic Bacteriology Handbook, followed by 
antimicrobial susceptibility test and acid-tolerant bile salt test. The adsorption capacity of Pb" of the bacteria was determined 
by inductively coupled plasma-optical emission spectroscopy (ICP-OES). Results Three strains of Lactobacillus casei were 
isolated, which were resistant to penicillin and ceftriaxone and could tolerate the exposure to 500 mg/L Pb*. Acid-tolerant bile 
salt test showed that the bacteria were resistant to culture in the presence of artificial gastric juice (pH 2.0) for 3 h, and their 
survival rate reached 62.596 following exposure to 0.3% bile salt for 8 h. The bacteria showed a Pb” adsorption rate of 90.4% at 
a low Pb^' concentration (1 mg/L) and of 86.27?6 at a high Pb^' concentration (50 mg/L). Conclusion Three Lactobacillus casei 
strains lead adsorption ability were isolated from the feces of newborns. These bacterial strains provide a new solution to 
alleviate lead poisoning by probiotic dietary. 

Key words: lead; heavy metals; 165 rRNA; newborn; Lactobacillus casei; feces; adsorption 


章 这 类 特殊 人 群 * 
中 毒 ， 成 为 近年 研究 热点 T" 


据 世 界 卫 生 组 织 统计 ,全 球 0.6% 的 疾病 负担 是 由 


。 因 此 ,如 何 防 治 敏 感人 群 的 铅 蓄 积 


疾 儿 童 约 为 60 万 ,孕期 铅 暴露 也 会 导致 名 通过 胎盘 人 
环 、 血 脑 屏障 ,损害 胎儿 脑 组 织造 成 后 遗 症 ~。 但 传统 治 
疗 铅 中 毒 多 采用 促 铅 排出 体外 的 金属 歼 合 剂 , 其 肾 毒 
性 影响 必需 微量 元 素 吸收 等 毒 副 作用 并 不 适合 孕妇 儿 
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长 期 科学 研究 表明 ,人 类 肠 道 广泛 存在 的 乳酸 菌 在 
膳食 应 用 上 具有 和 良好 的 安全 性 , 亦 被 证 明 具 备 防治 乳糖 
不 耐 受 .防治 极 低 出 生体 质量 儿 的 坏死 性 小 肠 结肠 炎 、 
持 抗 致 病 菌 .降低 胆固醇 、 抗 肿瘤 TE AE 
Jg, KFEPRMMEREERA RA, 
有 研究 者 发 现 , 某 些 特定 菌株 的 乳酸 菌 
也 能 够 有 效 地 吸附 重金 属 离子 ,也 提出 了 益生 茵 组 
解 重金 属 中毒 的 学 说 5 ,这 无 疑 为 探索 针对 特殊 群体 铅 
中 毒 的 干预 方法 提供 了 新 思路 。 Halttunen 等 所 对 鼠 李 
糖 乳 杆菌 (LGG) 、 双 歧 杆 菌 .干酪 乳 杆 菌 等 一 批 经 典 菌 
株 进行 了 铅 吸 附 试验 ,显示 LGG 对 铅 吸附 性 能 良好 : 但 
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要 实践 膳食 防治 重金 属 铅 中 毒 计 划 , 还 需 寻 找 更 多 食品 
安全 级 别 (GRAS) “5 并 能 耐 受 重金 属 的 微生物 。 
Bhakta SE * 分离 出 大 量具 有 铅 抗 性 的 乳酸 菌 , 但 均 来 自 
受 重 金属 污染 的 淤泥 样品 , 陈 卫 等 2012 年 在 动物 实验 
中 证 实 了 对 铅 亲 和 力 高 的 植物 乳 杆 菌 CCFM8661 可 降 
低 血 铅 及 器 官 中 的 铅 蓄积 含量 ,但 该 菌株 来 源 于 中 国 传 
统 发 酵 食 品 。Bisanz 等 "对 坦桑尼亚 的 重金 属 中 毒 潜 
在 人 群 中 的 孕妇 及 儿童 进行 研究 ,给 予 实验 组 摄 入 乳酸 
菌 L. rhamnosus GR-1 发酵 的 酸奶 ,结果 表面 实验 组 血 
未 和 砷 的 水 平 低 于 对 照 组 ,首次 证 明了 乳酸 菌 对 人 体内 
重金 属 有 解毒 疗效 ,但 该 实验 人 群 铅 的 水 平 却 没有 明显 
降低 。 此 类 研究 非常 少 ,尤其 孕妇 儿童 这 类 铬 敏感 人 和 群 
应 用 益生 菌 存 在 更 多 安全 方面 的 考虑 "。 因 此 ,本 研究 
选择 从 健康 新 生 儿 养 便 分 离 高 度 耐 受 重金 属 铬 的 乳酸 
菌 ,保障 了 其 来 源 的 相对 安全 性 ,通过 传统 检测 法 与 
PCR 法 ,鉴定 出 3 株 高 度 耐 铅 的 干酪 乳 杆 菌 菌株 ,进行 
了 益生 特性 的 检验 ,并 与 经 典 菌株 LGG 及 干 酷 乳 杆菌 
标准 菌株 进行 了 铬 吸附 性 能 的 比较 。 同 时 ,本 研究 组 的 
其 他 相关 实验 提示 该 组 菌株 对 示 , 锅 , 锰 , 铬 等 多 种 重金 
属 也 显示 出 高 度 的 耐 受 性 ,国内 外 尚未 见 类 似 报 道 。 本 
研究 的 筛选 菌株 为 实践 膳食 防治 重金 属 铅 中 毒 计 划 , 提 
供 了 优质 菌 源 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 与 仪器 

1.1.1 样品 来 源 南方 医科 大 学 南方 医院 产后 爱 婴 区 出 
生 的 健康 新 生 儿 (日 龄 <28 d, 全 母乳 喂养 ,或 以 母乳 喂 
养 为 主 ,未 服用 抗生素 和 益生 菌 制剂 ) 辩 便 标本 30 份 ， 
详 见 表 1。 标 准 菌 株 :; 干 栈 乳 杆菌 鼠 李 糖 亚 种 
ATCC7469, 购 自 广东 省 微生物 研究 所 菌 种 保藏 中 心 。 
1.1.2 实验 试剂 MRS 固体 培养 基 、 胃 和 蛋白 酶 , 牛 胆 盐 
(广东 环 凯 微生物 科技 有 限 公 司 ),DL2000 DNA Marker 
(TaKaRa) ,琼脂 糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 盒 (TaKaRa 
MiNiBEST Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver.4.0) 、 
细菌 基因 组 DNA. 提取 试剂 盒 (TIANamp Bacteria 
DNA Kit) ,新 型 微生物 微量 生化 鉴定 管 系列 (广东 环 凯 
微生物 科技 有 限 公 司 ) .GBW08619 铅 单元 素 溶液 标准 
物质 等 。 

铅 储备 液 的 配制 : 称 取 91.58 mg Pb(H;CO,),*3H,O 
TT 100 mL 无 菌 蒸 饮水 中 ,配制 成 300 mg/L 的 母液 ， 
避 光 储存 于 4 % 冰 箱 。 人 工 骨 液 的 配置 : 取 16.4 mL 
0.1 g/L 的 盐酸 ,调整 pH 值 至 2.0, 然 后 加 入 胃 和 蛋白 酶 
(0.01 g/L) ,充分 溶解 后 , 予 0.22 hm 微 孔 滤 膜 除 菌 ,储存 
于 4 CURAR HI? 

1.1.3 主要 仪器 恒温 厌 氧 培养 箱 (Whittley DG-250 
型 ),PCR 扩 增 仪 (BIOER) ,电泳 仪 (DYY-6C 型 ) , ER 


表 1 状 便 样品 来 源 情况 


Tab.1 Stool sample source 


Number Age (days) Feeding Mode of delivery 
1 2 Pure breast-feeding Natural 
2 5 Pure breast-feeding Natural 
3 2 Mix C-sect 
4 8 Mix Natural 
5 1 Pure breast-feeding Natural 
6 2 Mix Natural 
7 5 Pure breast-feeding Natural 
8 2 Mix Natural 
9 2 Mix Natural 
10 25 Pure breast-feeding Natural 
11 9 Mix Natural 
12 1 Mix Natural 
13 2 Pure breast-feeding Natural 
14 3 Mix Natural 
15 3 Mix Natural 
16 3 Mix C-sect 
17 4 Pure breast-feeding Natural 
18 2 Mix C-sect 
19 10 Mix C-sect 
20 9 Mix C-sect 
21 18 Pure breast-feeding C-sect 
22 T Pure breast-feeding C-sect 
23 11 Mix C-sect 
24 2 Mix Natural 
25 1 Pure breast-feeding Natural 
26 2 Mix Natural 
27 7 Mix Natural 
28 4 Mix C-sect 
29 2 Pure breast-feeding Natural 
30 3 Mix Natural 


C-sect: Caesarean section; Mix: Mix feeding. 


成 像 系统 (Tanon-1600) , Eh 5X JE J 28 1A K A Aè 
(SHINVA Zi] ) 浊 度 计 ( 昕 瑞 WGZ-2) .电感 耦合 等 离 
子 体 发 射 光 谱 仪 ICP-OES (Perkin Elmer, Optima 
7000DYV)。 

1.2 方法 

1.2.1 菌株 的 分 离 筛选 30 份 样本 新 鲜 采 集 后 每 份 按 固 
液 比 1:10(g/mL) 比 例 加 入 无 菌 PBS 处理, 倍 比 稀释 至 
10% 107,460. ME 50 mg/L Ik E es T- CI 
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酸 铅 ) 的 固体 培养 基 (MRS) 开 始 培养 ,37 %C 恒 温 大 和 氧 培 
养 箱 培养 48 Ph 后 ,仔细 鉴别 不 同 菌落 的 形态 特点 ,随机 
挑 取 平板 上 不 同 单 菌 落 接种 于 100 mg/L 45 i T 85 
MRS 培 养 基 ,分 别 培养 48 h, 将 能 继续 生长 的 的 单 菌落 
按 相同 方法 ,依次 接种 于 含 150、200 mg/L 4 3 T B 
MRS 中 ,分 别 培养 及 多 次 分 离 纯 化 ,对 能 耐 受 200 mg/L 
省 离子 浓度 的 菌落 进行 涂 片 , 革 兰 氏 染 色 , 并 加 入 20% 
甘油 于 -80 CA., 
1.22 分 离 菌株 及 标准 菌株 的 MITC( 最 大 金属 耐 受 浓 
度 ) 测 定 将 1.2.1 中 筛选 出 来 的 耐 铅 菌株 及 ATCC7469 
接种 于 不 含 重金 属 离子 的 MRS 平 板 , 置 于 37 CRAI 
养 箱 中 培养 ,48 h 后 挑 取 单 菌落 悬浮 于 1 mL 灭 菌 纯 水 
中 ,以 接种 环 取 一 环 分 别 划 线 于 浓度 为 50.100、150、 
200.300.400.500 mg/L 的 Pb”*+MRS 平 板 上 继续 培养 ， 
48 h 后 观察 菌株 的 生长 情况 并 记录 各 菌株 的 金属 最 大 
耐 受 浓度 。 
1.2.3 所 分 离 菌株 的 PCR 鉴定 
1.23.4 基因 组 DNA 的 提取 根据 MTC 测 定 , 对 耐 受 
500 mg/L 铅 离子 浓度 , 且 染 色 呈 革 兰 氏 阳性 杆 状 、 过 氧 
化 氧 酶 阴性 的 菌株 增 菌 培养 24~48 h, 利 用 细菌 基因 组 
DNA 试 剂 盒 (TIANamp Bacteria DNA Kit) 提 取 总 核酸 。 
1.2.3.2 PCR 扩 增 反应 及 16S rDNA 鉴定 利用 乳酸 菌 
16S rDNA 的 通用 引物 对 提取 的 DNA 进行 PCR 扩 增 。 
其 正 向 引物 27f 序 列 为 5-AGAGTTTGATCCTGGCT 
CAG-3', 反 向 引物 1492r 序 列 为 5-GGTTACCTTGTT 
ACGACTT-3'。 引 物 由 上 海 生 工 生物 有 限 公司 合成 。 
反应 体系 20 UL ,包括 模板 200 ng,TaKaRa Premix Taq™ 
10 uL, 1E ,5:5|42/0.5 mmoyL,ddHO 补 充 。 阴 性 对 照 
模版 以 ddH,O 人 代替。PCR 反应 条 件 :94 % 5 min;94 C 
60 s,60 C 60 s,72 % 90 s,30 个 循环 ;72 C 10 min; 
4 保存 。PCR 产物 经 电泳 后 , 送 往 上 海 生 工 生物 有 限 
公司 测序 ,然后 采用 BLAST 对 结果 进行 16S rRNA HE 
对 ,并 用 MEGA7.0 构 建 系统 发 育 树 。 
1.2.4 所 分 离 菌 株 的 益生 特性 鉴定 
1.2.4.1 生理 生化 实验 对 筛选 菌株 进行 生理 生化 特性 
鉴定 ,并 与 标准 菌株 ACTT 7469 对 照 。 试 验方 法 与 步 
又 遵照 4 伯 杰 氏 细 菌 鉴定 手册 六 。 
1.2.4.2 药 敏 试验 采用 琼脂 扩散 纸 片 法 对 上 述 耐 铝 菌 
株 进 行 基本 抗菌 类 药物 (青霉素 KA . 庆 大 霉 素 ) 
的 敏感 性 测定 ,以 抑 菌 圈 直 径 大 小 作为 评判 敏感 与 耐 药 
的 标准 。 
1.2.4.3 耐酸 耐 胆 盐 试 验 耐酸 实验 :分 别 配制 pH 值 为 
2.0,3.0,4.0 的 人 工 胃 液 , 待 测 菌株 培养 至 对 数 生长 后 
期 , 予 PBS 洗 涤 处 理 菌 液 浓度 至 10" cfu/mL。 吸 取 菌 县 
液 1 mL 接种 于 9 mL 不 同 pH 值 的 人 工 胃 液 中 , 厌 氧 箱 
37 CJE 1-3 h ,倾注 平板 法 测定 其 原始 与 培养 后 的 活 


菌 数 。 

胆 酸 盐 综合 性 试验 ( 胆 盐 浓度 0.3%): 取 耐酸 性 得 
选 后 菌株 置 于 pH 3.0 磷 酸 缓冲 液 中 ,37 % 厌 氧 培养 2h， 
取 1 mL 加 入 到 9 mL 胆 盐 浓度 为 0.3% 的 溶液 中 ,37 C 
厌 氧 培养 8h ,倾注 平板 法 测定 其 原始 与 培养 后 的 活 
菌 数 ”。 

1.2.5 吸附 试验 

1.2.5.1 溶液 配制 分 别 配置 1.10、50、100 mg/LYKBERS 
省 离子 溶液 多 组 ,调节 pH 值 为 6.022 , 待 测 。 

1.2.5.2 EA EE 将 1.2.2 中 能 耐 受 500 mg/L 铅 离子 

浓度 ,日 染 色 呈 革 兰 氏 阳性 杆 状 过 氧化 氧 酶 阴性 的 菌 
株 以 及 标准 菌株 ATCC7469 增 菌 培养 24 h, 稀 释 成 OD 
值 为 1 的 菌 悬 液 ,平板 计数 法 计数 。 

1.25.3. 菌 体 预 处 理 取 1 mL 1.2.5.2 的 菌 悬 液 离心 
(8000 r/min, 10 min) 后 收集 菌 体 ,分 组 加 入 铅 溶 液 ， 
调整 最 终 菌 体 浓度 为 2 g/L, 置 于 37 "CHRIS EE 2 h 
(120 r/min)””Y。 死 菌 组 取 等 量 菌 体 ,者 沸 1h 后 分 组 加 

ACIER 

1.2.5.4 标本 检测 孵育 后 的 标本 离心 (8000 r/min, 
10 min) ,各 组 取 上 清 液 使 用 ICP-OES 检测 其 中 铬 离子 

浓度 。 其 检测 分 析 条 件 为 波长 220.353 nm, 等 离子 体 流 
15 L/min, 雾 化 气流 速 0.8 L/min, 辅 助 气流 速 0.2 L/min, 

RF 功率 1100 W, 等 离子 体 观 测 方向 为 轴 向 , 进 样 流速 
1.5 mL/min。 

1.2.5.5 吸附 率 及 吸附 量 的 计算 

WEB E (mg/g) :Q.2(C.-C.))/mxV 

吸附 率 (%):=Q=(C。-C.)/Csx100% 

其 中 ,Q. 代 表 吸 附 量 (mg/g);Q 代 表 吸 附 率 (%);Co 
代表 铅 离 子 初始 浓度 (mg/L);C. 为 吸附 后 铅 离子 最 终 浓 
度 (mg/L);m 为 菌株 的 质量 (g);V 为 溶液 总 体积 (LL)*。 
1.3 数据 处 理 

DLH GraphPad prism 7.02 进行 数据 人 处理 ,计量 数 
据 以 均 数 + 标 准 差 表 示 , 组 间 比 较 用 1 检验 ,P<0.05 为 差 
异 有 显著 意义 。 每 组 实验 重复 3 次 。 


2 结果 
2.1 耐 铅 菌株 的 筛选 纯化 

30 份 装 便 样品 在 初始 浓度 为 530 mg/L MRS--Pb^* 
培养 基 上 均 有 大 量 菌 落 生长 ,观察 发 现 Pb*MTC>= 
200 mg/L 的 单 菌 落 为 10 个 ,提高 Pb”* 浓 度 后 ,得 到 3 株 
Pb”*MTC 达 到 500 mg/LL, 且 生长 良好 的 菌株 ( 均 来 源 于 
纯 母 乳 喂养 儿 ) ,分别 命名 为 SYF-B,SYF-E,SYF-I。 而 
标准 菌株 ATCC7469 则 在 Pb”* 达 到 300 mg/L Eb] 4E Æ 
到 抑制 。 
2.2 形态 学 观察 结果 

对 上 述 3 株 筛选 菌株 进行 初步 鉴定 ,观察 可 见 菌落 
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均 呈 乳白 色 ,湿润 , 圆 形 凸 起 ,边缘 整齐 ,直径 约 1~2 mm, 
光 镜 下 观察 均 为 革 兰 阳性 , 杆 状 ,无 芽孢, 与 标准 菌株 


1 耐 铅 菌株 的 革 兰 染色 


ATCC 7469 染 色 性 一 致 (图 1)。 


Fig.l Gram staining results of the lead-resistant strains (Oil, original 
magnification: x100). A: SYF-B; B: SYF-E; C: SYF-I; D: ATCC7469. 


2.3 耐 铅 菌 株 的 鉴定 
对 筛选 的 3 株 耐 铅 菌 株 提取 基因 组 DNA, 进行 
PCR 扩 增 , 目 的 位 置 可 见 清 晰 条 带 , 如 图 2 所 示 。 


bp 
2000 


1000 


750 
500 


250 


图 2 菌株 SYF-B,SYF-E,SYF-I 的 16S rDNA 的 PCR 产物 
Fig.2 Gel electrophoresis of PCR-amplified fragments. M: 
Marker; 0: Control; 1, 2: SYF-B; 3, 4: SYF-EI; 5, 6: SYF-I. 


菌株 SYF-B,SYF-E,SYF-I 的 PCR 产物 送 上 海 生 
工 生物 技术 有 限 公司 测定 16S rRNA 序 列 ,进行 BLAST 
比 对 。 结 果 表明 3 株 菌 株 与 干酪 乳 杆 菌 (Lactobaczlzus 
casei) 不 同 菌 株 的 16S TRNA 序列 高 度 同 源 。 分 别 达 到 
100% ,99% 和 100%( 表 2)。 采 用 软件 MEGA7.0 中 的 
Neighbor-joining 法 构建 16S TRNA 序列 系统 发 育 树 , 结 
果 与 BLAST 分 析 一 致 。 分 离 菌株 和 王 酷 乳 杆 菌 菌 株 聚 


为 一 复 ( 图 3) ,表明 它们 亲缘 关系 最 近 。 结 合 菌 落 特 征 、 
细菌 形态 特征 与 16S rRNA 序列 分 析 结 果 ,3 株 菌株 均 
BE J FILT (Lactobacillus casei) 菌 种 。 


表 2 耐 铅 菌株 的 16S rRNA 序 列 分 析 


Tab.2 165 rRNA sequence analysis of lead-resistant strains 


Strain The closest strain Query cover Ident 
SYF-B Lactobacillus casei strain YLD6-2 99% 100% 
SYF-E Lactobacillus casei strain T20 97% 99% 


SYF-I Lactobacillus casei strain LI3 9896 10096 


2.4 生理 生化 实验 

参照 ( 伯 杰 氏 系 统 细菌 学 手册 》 有 关 干 栈 乳 杆菌 的 
描述 ,进行 生理 生化 试验 ,结果 表明 ,3 株 菌 均 符合 干酪 乳 
杆 戎 的 生物 学 特性 ,为 于 栈 乳 杆 瑚 非 鼠 李 糖 亚 种 ( 表 3)。 
2.5 药 敏 试验 结果 

试验 显示 3 株 耐 铅 戎 株 对 庆 大 霉 素 均 不 敏感 ,对 青 
TER . 头 克 曲 松 均 敏 感 ,表明 基础 抗生素 青霉素 即 可 有 
效 抑制 其 生长 (图 4)。 
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Lactobacillus casei strain YLD6-2 
Lactobacillus casei strain LIS 


了 Lactobacillus casei strain T20 
TL— SYF-E 


"l Lactobacillus paracasei strain R094 


Lactobacillus casei str. Zhang 
Lactobacillus rhamnosus strain ATCC 7469 


o ! Lactobacillus rhamnosus strain JCM 1136 


二 


00100 


图 3 3 株 耐 铅 菌株 的 系统 发 育 树 


Pediococcus claussenii ATCC BAA-344 

Lactobacillus parakefiri strain: JCM 8573 

Lactobacillus delbrueckii strain ATCC 9649 

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens partial 
100 | Lactobacillus kefiranofaciens strain ATCC 43761 


Fig.3 Phylogenetic tree of the strains based on the 16S r RNA sequence. 


表 3 分 离 菌株 的 生理 生化 特征 和 糖 发 酵 试 验 结果 


Tab.3 Physiological and biochemical Property of these isolates 


Strain 


Test 
SYF-B SYF-E SYF-I ACTT7469 


Hydrogenperoxide test 
Arginine hydrolysis 
Hydrogen sulfide 
Nitrate reduction test 


Gelaune liquefaction 


Growth temperature test 45 *C - - - + 
Gactose + + + + 
Glucose product acid + + + $ 


Glucose aerogenesis 


Maltose + + + + 
Sucrose + + + a 
Raffinose 

Sorbitol 十 十 十 十 
Mannitol 十 十 十 十 
Cellobiose 十 十 ES 4 
Salicin E 十 FS " 
Esculin 十 十 十 十 
Arabinose 

Xylose 

Rhamnose = z + 


2.6 人 工 胃 液 试 验 
人 体 胃液 pH 值 通常 为 2.0 左 右 , 随 进 食 时 间 延 长 ， 


因此 要 成 为 食 源 性 的 抗 馈 益生 菌 ,应 该 具有 较 好 的 耐酸 
性 。 本 实验 结果 显示 3 株 耐 铅 菌株 在 酸性 环境 中 耐 受 
性 良好 ( 表 4) ,在 pH 为 3 和 4 时 ,细菌 持续 生长 ,在 pH 为 
2.0 时 ,经 3h 仍 保持 10%cfu/mL 数量 级 ,表明 所 分 离 菌 
株 可 耐 受 胃酸 。 对 胆 盐 的 耐 受 能 力 为 SYF-I>SYF-E> 
SYF-B,8 h 存 活 率 可 达 62.5%( 表 5)。 
2.7 吸附 实验 

试验 设置 了 不 同 浓度 的 铬 离子 初始 浓度 ,结果 显 
示 , 在 低 浓度 (1 mg/L) 销 溶液 中 ,所 有 菌株 对 铬 的 吸附 
率 均 较 高 , 约 83.2%~96.7%, 死 菌 和 活 菌 的 吸附 能 力 差 
别 不 大 。 当 初始 铅 离 子 浓度 逐渐 增加 时 ,各 菌株 对 铅 的 
吸附 逐渐 达到 饱和 ,吸附 率 逐 渐 降低 ,但 吸附 量 逐 渐 上 
升 ,与 文献 报道 一 致 已 。 在 pH6.0, 菌 体 浓度 2 g/L, 铅 离 
子 浓度 50 mg 拒 条 件 下 ,3 株 分 离 菌株 对 铬 的 吸附 率 都 
能 达到 60% 以 上 ,其 中 SYF-I 死 菌 吸附 能 力 远 远 高 于 活 
菌 ;SYF-E 无 论 死 菌 或 活 菌 吸附 能 力 均 中 等 (图 5)。 
LGG 死 菌 的 吸附 率 非 常 高 ,可 达 91.17%, 但 其 活 菌 吸附 
能 力 不 及 SYF-B(86.27%, 图 6)。 


3 讨论 

寻找 食品 安全 级 别 (GRAS) 且 能 耐 受 重金 属 的 微 
生物 ,是 膳食 防治 铅 中 毒 计划 的 第 一 步 。 许 多 环境 治理 
方面 研究 发 现 微生物 对 重金 属 的 超 高 吸附 作用 ,但 标本 
多 来 源 于 受 污染 的 土壤 ,水 源 及 植物 , 若 作 为 去 除 重金 属 
的 吸附 剂 添加 到 食品 中 , 则 可 能 引发 一 系列 安全 问题 ”。 
新 生 儿 生 后 7~10 d 左 右 , 肠 道内 双 歧 杆菌 及 乳 杆 菌 的 
比例 达到 一 个 增长 高 峰 , 占 全 肠 道 菌 群 的 90% 以 上 , 且 
此 时 的 数 便 中 致 病菌 种 类 少 且 菌株 单一 , 鲜 有 耐 药 菌 ， 
环境 驯化 可 能 产生 的 变异 少 , 有 助 于 进一步 分 离 纯化 出 
需求 益生 菌 “””, 上述 特 点 促使 本 研究 采用 新 生 儿 烘 便 
标本 作为 筛选 食品 安全 级 益生 菌 的 样本 。 
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SYF-B SYF-E SYF-I 


图 4 药 敏 试 验 结果 


Fig.4 Results of drug sensitivity test.1: PG; 2: Ceftriaxone; 3: Gentamicin. 


3&4 耐 铅 菌株 对 人 工 胃 液 的 耐 受 性 


Tab.4 Tolerance of lead-resistant strains of artificial gastric juice (Colony count, 10" cfu/mL) 


SYF-B' SYF-E SYF-I 


Time 
PH2" PH3 PHA PH2 PH3 PH4 PH2 PH3 PH4 


Oh 10.52+0.02° 10.5240.02 10.52+0.02 10.45+0.06 10.45+0.06 10.45+0.06 10.22+0.04 10.22+0.04  10.22x0.04 
lh 10.38+0.16 10.72+0.32 11.19+0.05 10.32+0.20 10.65+0.30 10.89+0.06 10.19+0.11 11.31-40.35 11.50+0.10 
2h 10.15+0.12 11.28+0.14 12.31+0.33 10.28+0.19 11.11+0.17 11.31+0.10 10.31+0.24 11.60+0.23 13.10+0.19 
3h 10.13+0.21 10.52+0.01 14.25+0.08 10.17+0.15 12.01+0.34 13.40+0.25 10.25+0.28 12.50+0.15 15.10+0.25 


a: The name of the lead-resistant strain; b: PH value of artificial gastric juice; c: Culture time; d: Incubate plate after counting. 


表 5 耐 铅 菌株 在 pH3.0、 胆 盐 0.3% 条 件 下 的 存活 率 100 


Tab.5 Survival rate of lead-resistant strains exposed to 0.3% bile * * Wl viable 
salt (pH3.0) ER ^ z * 大 至 Boiled 
tS * * a p 
Colony count (10" cfu/mL) y 90 
Strain Survival rate (96) $ PAE 
Oh 8h E * 
SYF-B 9.9320.04 3.6520.09 36.8 P 9 
SYF-E 10.04+0.31 4.88+0.19 48.6 
| 

SYF-I 10.1740.24 6.3640.18 62.5 5 

n —^—— :—————————————— SYF-B  SYF-E SYF-I ATCC7469 LGG 
图 5 不 同 菌株 对 50 msg/L 铅 溶液 的 吸附 率 比较 
y 元 | m 
SYF-B.SYF-E,SYF-I3 株 人 源 性 乳酸 困 经 传统 与 Fig.5 Comparison of adsorption rates of different strains in 

PCR 方 法 鉴定 为 干酪 乳 杆 菌 菌株 ,干酪 乳 杆 菌 是 一 种 常 0 0 


见 眷 生 菌 ,本 身 具 有 降低 胆固醇 ,诱导 其 自身 产生 抗菌 
素 ,促进 细胞 分 裂 及 产生 抗体 免疫 等 多 种 功能 。 本 研究 ”具备 较 好 的 吸附 能 力 。 在 同 标准 菌株 ATICC7469 以 及 
分 离 的 菌株 来 自 健康 的 新 生 儿 凑 便 ,可 耐 受 500 mg/L 经 典 菌株 LGG 的 对 比 中 ,发 现 菌 株 SYF-B 的 吸附 能 

内 离 子 浓度 ,已 知 儿 童 血 铅 100 hg/L 即 达到 社会 干预 水 ”较为 突出 ,其 活 菌 的 吸附 能 力 在 50 mg/L 的 铬 浓度 下 其 
平 站 ,本 实验 的 铝 抗 性 菌株 完全 满足 膳食 预防 的 研发 需 ”至 优 于 LGG。 在 Halttunen 等 * 的 研究 中 , 干 栈 乳 杆菌 
求 , 且 显 示 出 以 下 益生 特性 :(1) 该 组 菌株 来 源 于 新 生 儿 ” ”经典 菌 株 代 田 株 对 铅 也 具备 一 定 的 吸附 能 力 ,但 根据 其 
肠 道 , 且 能 良好 地 适应 人 工 模拟 人 体 消 化 环境 ,耐酸 耐 ”函数 增长 换算 的 值 , 其 活 菌 的 吸附 率 低 于 SYF-B ,益生 
胆 盐 试验 显示 pH2.0 环 境 下 培养 3 h, 菌 落 计数 仍然 在 ” 菌 活 性 的 保障 将 利于 其 多 种 功能 的 发 挥 。 同 时 , 死 菌 的 
10"cfu/mL 以 上 ,0.3% 的 胆 盐 环境 8 Ph 存活 率 可 达  ” 吸附 能 力也 提示 相关 菌株 可 作为 面向 免疫 力 低下 人 群 
62.5%, 优 于 其 他 研究 者 人 源 性 乳酸 菌 的 报道 ;(2) 药 ”的 铅 解毒 剂 ,如 住院 期 间 需 多 次 血液 治疗 ,可 能 引发 铬 
人 敏 试 验 显 示 基 础 抗生素 青霉素 即 可 有 效 抑制 3 株 菌株 。” ” 鞭 积 的 早产 儿 ",SYF-I 的 特点 则 符合 这 一 方面 的 应 用 。 
的 生长 ,保障 了 其 在 孕妇 或 儿童 中 应 用 的 可 控 性 3; (3) 因此 ,SYF-B .SYF-E 及 SYF-I3 株 干酪 乳 杆菌 具备 
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图 6 不 同 初始 铅 离 子 质量 浓度 对 Pb* 的 去 除 率 的 影响 
Fig.6 Effects of different initial lead concentrations on Pb”* 
removal. *P«0.0001. 


作为 孕妇 儿童 重金 属 解毒 剂 的 潜在 价值 , 远 期 可 进一步 
研究 其 肠 道 粘 附 性 ,有益 代 谢 产物 及 体内 铅 吸附 能 力 ， 
最 终 为 利用 膳食 策略 缓解 孕妇 儿童 铅 中 毒 效应 开辟 出 
新 的 途径 和 解决 方案 。 
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